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SO 

REVENDICATIONS 

1) Proc6d<S d' obtention in vitro de cellules 
5 insulino-secretrices de mamxnif &re, caracterise en ce qu' il 

comporte les etapes suivantes : 

a) la preparation des tissus pancreatiques de 
mammifere a partir de pancreas prealablement preleves, 

b) la dissociation des tissus pancreatiques 
10 obtenus & l'<§tape (a) en cellules pancreatiques Isoldes, 

c) eventuellement 1' elimination des cellules 
endocrines des cellules pancreatiques isolees a I'&tape (b) 

d) 1' induction de la dedif f erenciation des 

■u jfT; 

-%fj cellules isolees & I'&tape (b) en cellules pr^curseur 

Sil 5 canalaires, 

|S e) 1' induction de la rediff erenciation des 

w cellules pr&curseurs canalaires obtenues a l'£tape (d) en 

cellules insulino-secretrices . 

I?20 2) Procedd selon la re vendica t ion 1, 

frf caracterise en ce que la dissociation des tissus 

H pancreatiques a l'etape (b) est effectuee par digestion 

enzyma tique. 

25 3) Proc6de selon l'une quelconque des 

revendication 1 ou 2, caracterise en ce que 1' elimination 
de cellules endocrines a l'etape (c ) est effectuee au 
moyen d' une centrif ugation en gradient de densite. 

30 4) Proc6de selon l'une quelconque des 

revendications 1 a 3 caracterise en ce que 1' elimination 
des cellules endocrines est effectuee par retrait de la 
fraction des cellules endocrines recup£r6es dans une gamme 
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de densities comprise entre 1, 027 g/1 et 1,104 g/1, de 
preference entre 1,045. g/1 et 1,097 g/i. 

5) Proc6d6 selon l'une quelconque des 
5 revendications 1 a 4, caracterise en ce les cellules 

exocrines depourvues de cellules endocrines sont recuperees 
apres centrif ugation des cellules pancreatiques isolees a 
l'etape (b) , dans le culot du gradient de densite. 

10 6} Procede selon l'une quelconque des 

revendications 1 ou 2, caracterise en ce que 1' elimination 
des cellules endocrines est effectuee au moyen d'an 
J* separateur de cellules . 

gl5 7) Procede selon l'une quelconque des 

revendications 1 a 6 caracterise en ce que la 
ffl dedif f erenciation de l'etape (d) comprend les sous-etapes 

s suivantes : 

i) ia raise en culture des cellules obtenaes ct 
11120 l'etape (c) a une concentration cellulaire comprise entre 

S lxlO 6 cellules/ml et 10xl0 € cellules/ml, de preference 

entre 2xlO fi cellules/ml et 6xl0 6 cellules/ml, dans un 

milieu de culture ccmprenant : 

- du glucose a une concentration comprise entre 
25 lg/1 et 10 g/1, de preference entre 2g/l et 5 g/1. 

- eventuellement du serum, choisi parmi le 
serum de veau fcetal, du serum bovin ou du serum huinain, a 
des concentrations superieures a 8%, de preference 
comprises entre 10% et 15%, final en volume, 

30 - un melange d'insuline, transf errine, selenium 

utilise a une concentrations comprise entre 0,2% et 3%, de 
pr6£6rence entre 1,0% et 2,5%, 

eventuellement des facteurs empechant la 
croissance de fibroblastes & une concentration comprise 
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entre 20 ]jg/ml et 100 pig /ml, de preference entre 30 pg/ml 
et 60 pg/ml, 

eventuellement des antibiot iques , des 

ant if ongiques, 

5 pendant une duree comprise entre 4 a 9 jours, 

de preference de 5 a 7 jours, 

ii) la recuperation des cellules precurseurs 
canalaires obtenues a l'etape (i) . 

10 3) Procede selon l'une des revendicat ions 1 a 

7, caracterise en ce que 1' induction de la 
redif f erenciation de l'etape (e) comprend les sous-etapes 

p suivantes: 

* i) eventuellement le decollement des cellules 

Jp precurseurs canalaires obtenues a l'etape (d) 

^ ii) la mise en culture des cellules precurseurs 

|j canalaires obtenues a l'etape (i) a des concentrations 

rtl cellulaires comprises entre 3,5x10 s cellules /25cm 2 et 4x10° 

q cellules/25cin 2 , de preference de 7 x 10 5 cellules/25 cm* a 3 

2iP xlO 6 cellules/25cm 2 , dans un milieu de culture comprenant: 

- du glucose a des concentrations comprises 
entre lg/1 et 10 g/1, de preference entre 2 g/1 et 5 g/1. 

- eventuellement du serum, choisi parmi le 
serum de veau foetal, du serum bovin ou du serum humain, a 

25 des concentrations superieures a 2,5%, de preference 

comprises entre 5% et 15%, final en volume. 

eventuellement un melange d' insuline, 
transf errine, selenium a des concentrations comprises entre 
0,2% et 5 %, de preference entre 0,5% et 2%, 

30 - eventuellement des ant ibiotiques et des 

antif ongiques, 

- eventuellement en presence d'une matrice, 
pendant une duree comprise entre 12 heures et 

36 heures, 
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iii) le retrait dudit milieu de culture, et des 
cellules non adherentes eventuellement presences, 

iv) la mise en culture des cellules cbtenues a 
l'6tape (iii) dans un milieu de culture tel que celui 

5 utilise a l'etape (i) , comprenant eventuellement des 

facteurs de croissance, 

pendant une duree comprise entre 4 et 12 jours, 
de preference entre 5 et 10 jours, 

pour obtenir des cellules endocrines insulino- 
10 secretrices, et 

v) la recuperation des cellules insulino- 
_ secretrices obtenues a l'etape (iv) , 

%J 9) Procede selon l'une quelconque des 

■135 revendications 1 a 8, caracterise en ce que ie decollement 

y\ des cellules precurseurs canalaires obtenues & sous-etape 

ly (i) de l'etape (e) est effectue avec de la trypsine/EDTA, a 

^ des concentrations comprises entre 0,01% et 0,1% de 

J* trypsine, de preference de 0,015 et 0,03 et d' EDTA 

Illo comprises entre 0,1 mM et 1 mM de preference entre 0,25mM 

•H et 0,75mM. 

10) Procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 9, caracterise en ce que la matrice mis 

25 en ceuvre pour la culture des cellules a la sous-etape (ii) 

de l'etape (e) est choisie parmi le coilagene type IV, 
804G, le collag&ne type I, le Matrigel. 

11) Procede selon l'une quelconque des 
30 revendications 1 £ 10, caracterise en ce que les tissus 

pancreatiques prepares & l'6tape (a) ont ete obtenus a 
partir d'un prelevernent preaiable d'un fragment du pancreas 
d'un adulte humain en etat de mort cerebral- 



,-r33 1 47 03 67 76 # 37/ 46 



34 



12) Precede selon 1'une quelconque des 
revendications 1 a 10, caracterise en ce que les tissus 
pancreatiques prepares & l'etape (a) ont et6 obtenus & 
partir d'un prelevement pr<§alable d'un fragment d' un 

5 pancreas d'un patient vivant atteint d'une pathologie 

pancreatique. 

13) Precede selon la revendicat ion 12 
caracterise en ce que les tissus pancreatiques prepares k 

*0 l'etape (a) ont 6te obtenus a partir d'un prelevement 

prealable d'un fragment d'un pancreas d'un patient vivant 
atteint d'un diab£te- 

]{? 14) Preparation cellulaire susceptible d'etre 

rt5 obtenue par le procede selon 1'une quelconque des 

revendications 1 a 13 caracterisee en ce qu'elle comports 
pj une concentration cellulaire comprise entre IxlO 6 

^ cellules/ml et 10xl0 fc cellules/ml, de preference entre 

;5 2x10* cellules/ml et 6xl0 6 cellules/ml 
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15) Utilisation d' une preparation cellulaire 
selon la revendication 14 pour la preparation d'une 
composition pharinaceutique utile pour le traitement des 
pathologies pancreatiques 

16) Utilisation selon la revendication 15 pour 
le traitement du diabete. 



17) Pancreas bioartif iciel, caracterise en ce 
30 qu' il comprend des cellules insu lino-s6cr6trices 

susceptibles d'etre obtenues par le procede selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 13, mises en culture dans 
une matrice • 
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18) Pancreas bioartif iciel , caracterise en ce 
qu'il cotnprend des cellules insulino-secret rices 
susceptibles d'etre obtenues par le precede selon I'une 
5 quelconque des revendications 1 a 13, mises en culture dans 

une matrice. 



